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Většina zástupců rodu Bordetella vyvolává ve svých hostitelích závažná respirační 
onemocnění. B. pertussis a některé kmeny B. parapertussis jsou striktně lidské patogeny 
a způsobují onemocnění zvané černý kašel. Černý kašel je vysoce nakažlivé onemocnění, které 
je v posledních desetiletích na vzestupu i v řadě vyspělých zemí s vysokou mírou 
proočkovanosti. Proto je studium a pochopení interakcí mezi hostitelem a B. pertussis zásadní. 
Při kolonizaci hostitele a modulaci jeho imunitní odpovědi hrají důležitou roli faktory virulence, 
které jsou u B. pertussis většinou regulovány dvoukomponentovým systémem BvgAS. Při 
studiu vztahu hostitel-patogen se využívají jak in vitro, tak i in vivo infekční modely, které se 
vzájemně vhodně doplňují. Nedávno zveřejněné práce ukazují, že tento patogen je schopen po 
určitou dobu přežívat v lidských a myších fagocytech a mohl by být proto považován za 
fakultativní intracelulární patogen. Navíc je možné, že intracelulární fáze umožnuje B. pertussis 
uniknout imunitnímu systému, přežívat v hostiteli a případně být zdrojem další nákazy. Cílem 
této bakalářské práce je shrnout poznatky týkající se vztahu patogenní bakterie B. pertussis 
a jejího hostitele se zaměřením na in vitro a in vivo infekční modely. Pozornost je věnována 
zejména adaptaci patogenu v průběhu infekce a zapojení faktorů virulence v jednotlivých fázích 
infekce. 
 
Klíčová slova: Bordetella pertussis, faktory virulence, Bvg, infekční modely, intracelulární 
patogen, imunitní odpověď 
  
Abstract 
Most of the members of the Gram-negative genus Bordetella cause severe infections of the 
respiratory tract in their hosts. B. pertussis and specific lineages of B. parapertussis infect 
humans and cause the disease known as whooping cough, a highly contagious respiratory 
disease that is currently on the rise even in highly vaccinated populations. Therefore, a more 
detailed understanding of the B. pertussis interactions with the host is crucial. B. pertussis 
produces a great variety of virulence factors, majority of which is regulated by the two-
component BvgAS system. These factors assist the pathogen in the colonization of the host and 
evasion of the host immune system. The studies on host-pathogen interactions use both in vitro 
and in vivo infection models, which complement each other appropriately. Recently, it was 
demonstrated that B. pertussis escape killing and persists in macrophages, suggesting that 
B. pertussis can be considered as a facultative intracellular pathogen. This ability may allow 
the pathogen cells to persist within the host and potentially spread to the new host. The aim of 
this bachelor thesis was to summarize the knowledge on the host-pathogen interactions between 
B. pertussis and its host with focus on in vitro and in vivo infection models. The attention is 
paid especially to the adaptation of the pathogen during infection and to the requirement of 
virulence factors for different phases of infection. 
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1   Úvod 
Zástupci rodu Bordetella patří mezi lidské a zvířecí patogeny, které způsobují celou řadu 
respiračních onemocnění. Významným zástupcem této skupiny je Bordetella pertussis, která 
způsobuje u lidí závažné respirační onemocnění - černý kašel. Blízce příbuzný druh, 
B. parapertussis, je také lidským patogenem, nicméně s mírnějším průběhem onemocnění. 
Dostupné očkování proti B. pertussis ovšem neposkytuje ochranu proti tomuto příbuznému 
druhu. 
Onemocnění černým kašlem se v posledních desetiletích zvyšuje i přes vysokou míru 
proočkovanosti populace převážně ve vyspělých zemích. Ukazuje se, že viníkem by mohla být 
v současnosti používaná acelulární vakcína, která obsahuje pouze vybrané bakteriální antigeny. 
Tato vakcína má nižší reaktivitu než původní celulární vakcína, ale neposkytuje dlouhodobou 
ochranu a vede k selekci kmenů B. pertussis, které vybrané faktory virulence neprodukují. 
Porozumění interakce mezi patogenem a hostitelem, zvláště mezi imunitním systémem 
a bakterií B. pertussis, by mohlo výrazně přispět ke zlepšení vakcíny, případně i k cílenější 
léčbě onemocnění. Navíc se ukazuje, že bakterie disponuje i schopností intracelulárního 
přežívaní v buňkách imunitního systému, či v epiteliálních buňkách. Tato schopnost může vést 
k persistenci patogena v hostiteli a komplikovat tak léčbu. 
Ke studiu interakcí mezi B. pertussis a hostitelem se používají jak zvířecí modely 
(in vivo), tak tkáňové kultury (in vitro). Mezi běžně používané in vivo modely patří pokusy na 
laboratorních myších (např. BALB/c kmen). V omezené míře se využívají i větší zvířata jako 
prasata či paviáni. Nicméně tyto modely jsou náročnější a finančně nákladnější. Zvířecí modely 
se více přibližují reálným podmínkám při infekci, ale většinou jsou prováděny v menším počtu 
a v případě bakterie B. pertussis nejsou přirozenými hostiteli. V rámci omezování pokusů na 
zvířatech a také z praktických důvodů se hojně využívají in vitro modely, tedy experimenty 
prováděné s buněčnými kulturami (např. primární monocyty/makrofágy z lidských pacientů, 
nebo standardizované monocytární buněčné linie THP-1). Jejich využití je vždy závislé na 
schématu infekčního experimentu, protože obě možnosti mají své kladné i záporné stránky. 
Tato bakalářská práce se snaží shrnout poznatky o faktorech virulence zapojených při 
účinné kolonizaci hostitele s ohledem na jednotlivé fáze infekce a zaměřuje se také na 
používané in vivo a in vitro modely. Pochopení vztahu mezi patogenem a hostitelem při infekci 
je velmi důležité, protože může pomoci vylepšit dosavadní vakcínu, či urychlit nebo zefektivnit 




2   Bakterie rodu Bordetella 
Bakterie rodu Bordetella jsou gramnegativní kokobacily patřící do čeledi Alcaligenaceae 
osidlující nejrůznějších biotopy, byly izolovány např. v jeskynních sedimentech, z vody, půdy 
nebo rostlin. Rod Bordetella obsahuje i celou řadu významných zvířecích či lidských patogenů.  
Vyšší mírou genetické diverzity disponují hlavně nepatogenní druhy, u kterých se 
předpokládá, že představují evoluční předky zvířecích a lidských patogenů. Srovnání bylo 
provedeno na základě sekvenační analýzy bakteriální 16S rRNA, kde u patogenních, na zvířata 
specializovaných druhů, byl zjištěn nižší stupeň diverzity, než u druhů izolovaných z prostředí. 
Některé patogenní druhy si také ponechávají schopnost růstu v půdě naznačující jejich vznik 
z nepatogenních druhů (Hamidou Soumana et al. 2017). 
Mezi nejvíce studovanou skupinu bakterií rodu Bordetella patří tzv. „klasické druhy“ jako 
B. bronchiseptica, B. pertussis, B. parapertussis. Tyto druhy infikují dýchací cesty savců a lidí, 
proto je jejich studiu věnována největší pozornost. 
 
2.1   Lidské patogeny rodu Bordetella  
Nejznámějším lidským patogenem z této skupiny je druh Bordetella pertussis, u kterého 
není znám žádný jiný přirozený rezervoár (Mattoo et al. 2001) Tato bakterie způsobuje 
onemocnění zvané černý kašel neboli pertuse s charakteristickým typem kašle (Bednář et al. 
1999).  
Bakterie B. pertussis je gram negativní, nepohyblivá tyčinka ovoidního tvaru. Jedná se 
o striktně lidský patogen šířící se kapénkovou infekcí, který v hostiteli osidluje epiteliální 
řasinky dýchacích cest a způsobuje vysoce nakažlivé onemocnění černý kašel (Bednář et al. 
1999). Podle informací WHO bylo za rok 2018 zaznamenáno 151 074 případů nákazy na celém 
světě a odhadovaný počet úmrtí způsobený touto bakterií je kolem 89 000.  
Tato bakterie byla objevena v roce 1906 Bordetem a Gengou (Bordet a Gengou, 1906; cit. 
dle Mattoo a Cherry, 2005), nicméně onemocnění černý kašel bylo popsáno již Balloniusem 
v 16. století v Paříži. Jedná se o krátkou nepohyblivou tyčinku ovoidního tvaru, která v hostiteli 
osidluje řasinkový epitel v dýchacích cestách. 
Hlavním příznakem této nemoci je prudký kašel, který může trvat 4-8 týdnů. První 
příznaky se dostaví zhruba týden po infekci. Zahrnují rýmu a kašel doprovázené mírnou 
horečkou. Toto období se nazývá katarální fází. Následuje fáze paroxysmální, která je 
nejznámější. Projevuje se vysoce dráždivým kašlem, který někdy může způsobit až apnoické 
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pauzy. Posledním stádiem je období rekonvalescence, při kterém dochází k snížení frekvence 
záchvatů a zklidnění kašle (Votava, 2003). 
Dalším druhem způsobující onemocnění u člověka je Bordetella parapertussis, počet 
případů infikovaných tímto patogenem je však výrazně nižší. Pro srovnání, v roce 2014 se 
v České republice nakazilo 2521 lidí B. pertussis a 95 jedinců B. parapertussis (Fabiánová et 
al. 2015). Tento druh byl původně považován za obligátně lidského patogena, později však bylo 
zjištěno, že tato bakterie má 2 linie. Lidská linie způsobuje mírnější projev nemoci obdobný 
černému kašli. Druhá linie napadá dýchací cesty ovcí. Byla zjištěna i odlišnost v genetické 
informaci bakterií izolovaných z ovcí z Nového Zélandu a Skotska, a odhalena poměrně velká 
genetická diverzita u tohoto druhu bakterie (Porter et al. 1996). Při bližším zkoumání lidské 
linie se zjistilo, že podobně jako B. pertussis jsou produkovány proteiny filamentózní 
hemaglutinin (FHA) a pertaktin (PRN), naopak pertusový toxin (PTX) chybí (Bergfors et al. 
1999).  
Na základě molekulárně genetické analýzy bylo zjištěno, že druhy B. pertussis 
a B. parapertussis se vyvinuly nezávisle na sobě z druhu B. bronchiseptica (Parkhill et al. 
2003). Bakterie Bordetella bronchiseptica je primárně zvířecím patogenem, napadá dýchací 
cesty různých druhů malých savců např. koček, psů, králíků, opic, fretek (Goodnow et al. 1980). 
Vzácně však může dojít i k infekci lidí, a to především starších osob, či jedinců s oslabenou 
imunitou, nebo trpících chronickým onemocněním dýchacích cest (Ducours et al. 2017). 
Obecně se bakterie v hostitelském organismu musí vypořádat jak s reakcí imunitního 
systému (např. komplement), či uniknout fagocytóze, nebo specifické imunitě. Produkce 





3   Bakteriální mechanismy zapojené při infekci Bordetella spp. 
Bakterie rodu Bordetella disponují celou řadou faktorů virulence, které jim umožňují 
úspěšnou kolonizaci a následné přežívání v hostiteli. Identifikace těchto faktorů a správné 
porozumění mechanismu jejich účinku je základním předpokladem pro úspěšný vývoj vakcín. 
Bakterie rodu Bordetella mají shodnou většinu faktorů virulence a s výhodou se tak mohou pro 
studium procesu infekce používat i jiné druhy. Hojně se využívá B. bronchiseptica, která 
narozdíl od B. pertussis napadá dýchací cesty malých savců a studie na zvířecích modelech jsou 
přirozené.  
Po vniknutí bakterie do organismu se průběh kolonizace hostitele dá rozdělit do 4 fází: 
přichycení na epiteliální buňky a modulace imunitní odpovědi hostitele, překonání imunitního 
systému, případné poškození tkáně a doprovodné projevy onemocnění (Mattoo a Cherry, 2005). 
 
3.1   Faktory virulence podílející se na kolonizaci hostitele 
Kritickým bodem po průniku bakterie do dýchacího traktu hostitele je její úspěšné fyzické 
připojení na epiteliální buňky případně interakce s imunitními buňkami, které se zde nacházejí. 
Přehledný schématický obrázek faktorů virulence (adheziny a toxiny), jimiž B. pertussis 
disponuje ukazuje Obr.1. 
První kontakt bakterie s povrchem hostitelských buněk je zprostředkován pomocí 
adhezinů, které jsou komponentami buněčného povrchu bakterie.  
Hlavním adhezinem je filamentózní hemaglutin (FHA), který je mimo jiné i důležitou 
složkou vakcíny proti černému kašli. Tento protein se RGD doménou (motiv Arg-Gly-Asp) 
váže na receptor CR3 (také známý pod názvem integrinový receptor αMβ2, složený 
z podjednotek CD11b a CD18). CR3 se vyskytuje na povrchu alveolárnách makrofágů a dalších 
leukocytů (Relman et al. 1990). Navíc se FHA pomocí domény CRD (carbohydrate recognition 
domain) může vázat na glykoproteiny obsahující galaktosu, což jsou např. buňky řasinkového 
epitelu a také makrofágy (Prasad et al. 1993).  
FHA je důležitý nejen pro vazbu bakterií k buňkám hostitele, ale hraje důležitou roli také 
při tvorbě biofilmu a tím vytváření mikrokolonií v dýchacím traktu hostitele (Serra et al. 2011). 
Obecně tato trojrozměrná struktura napomáhá bakteriím efektivně přežít za nepříznivých 
podmínek. Biofilmová matrix bakterie chrání, nicméně jde o flexibilní strukturu. FHA protein 
se vyskytuje na povrchu bakterie, může však dojít k jeho uvolnění působením proteázy SphB1, 
což má za následek uvolnění bakterií z mikrokolonie a osídlení nového místa dýchacího traktu. 
Zvyšuje se tak úspěšnost kolonizace hostitele (Coutte et al. 2001, Coutte et al. 2003). Tvorbu 
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biofilmu podmíněnou FHA inhibuje adenylát cyklázový toxin (ACT) a naopak snížení 
produkce ACT by mohlo být jedním z mechanismů, které tvorbu biofilmu iniciují (Hoffman et 
al. 2016). 
Protein FHA je propojený s dalším adhezinem produkovaným B. pertussis, s fimbriemi 
(Fim). B. pertussis tvoří dva typy fimbrií – Fim2 a Fim3, které mohou být součástí i některých 
acelulárních vakcín (Gorringe a Vaughan, 2014). Oba typy fimbrií obsahují další malou 
podjednotku FimD, která je důležitá pro navázání bakterie na monocyty přes VLA-5 integrin 
na jejich povrchu. Tato vazba aktivuje receptor CD3, který je potřebný pro navázání 
filamentózního hemaglutinu (FHA) adhezinu, čímž se zvyšuje úspěšnost kolonizace hostitele 
(Hazenbos et al. 1995). Naopak na neutrofily, které exprimují mnohem méně integrinu        
VLA-5, se fimbrie neváží (Hazenbos et al. 1993). Fimbrie jsou ale také velmi důležité pro 
kolonizaci řasinkového epitelu v průduškách a průdušnici (Scheller et al. 2015). Tato 
kolonizace je pravděpodobně zprostředkována díky velké fimbriální podjednotce Fim2 
(Geuijen et al. 1998), kterou se B. pertussis váže na sulfatované cukry (např. heparin sulfát, 
chondroitin sulfát či dextran sulfát), běžně se vyskytující na epiteliálních buňkách dýchacího 
traktu (Geuijen et al. 1996). 
Dlouhou dobu se předpokládalo, že podobně jako FHA a Fim, jež přispívají k přichycení 
bakterií na buňky hostitele, tak i další adhezin pertaktin (PRN) má tuto funkci a podobně jako 
FHA se přes RGD doménu váže na hostitelské buňky a naopak jeho absence vede ke snížené 
adherenci (Leininger et al. 1991). Studie Inatsuka a kol. v roce 2010, která se zabývala druhem 
B. bronchiseptica, však naznačuje, že v prvotním procesu přichycení bakterie není pertaktin 





Obr. 1: Buňka bakterie Bordetella pertussis obalená kapsulou s vyznačenými faktory virulence, kterými 
bakterie může disponovat. Buňka B. pertussis se skládá z vnitřní a vnější membrány, prostorem mezi 
membránami (periplazmou) a obalem (kapsulí). Na obrázku jsou dále znázorněny hlavní faktory virulence, 
kterými buňka disponuje. Adheziny, mezi které patří filamentózní hematoglitinin (FHA), fimbrie (Fim) a pertaktin 
(PRN), jsou znázorněny modře. Toxiny, mezi které patří pertusový toxin (PTX), adenylát cyklázový toxin (ACT), 
tracheální cytotoxin (TCT) a dermonekrotický toxin (DNT) červeně. Pomocné proteiny šedě – nejznámějšími jsou 
proteiny sekrečního systému typu III a IV, a regulačního systému – BvgA, BvgS. BvgR – béžově. Šipky znázorňují 
regulaci exportu a importu faktorů virulence. Převzato a upraveno: (Locht et al. 2001) 
Pro úspěšnou kolonizaci a přetrvání bakterie v dolních dýchacích cestách je důležité 
i působení sekrečního systému III (T3SS). Komponenty T3SS vytváří jehle podobný útvar, 
který umožňuje kontakt s membránou napadené buňky a sekreci efektorů do napadené buňky. 
Funkce tohoto systému je nejvíce studována na modelu B. bronchiseptica, kde způsobuje 
změnu chování dendritických buněk. Dendritické buňky sice migrují do lymfatických uzlin, ale 
v nich vyvolávají imunosupresivní imunitní odpověď, charakteristickou sníženou produkcí 
IFNγ a zvýšenou produkcí IL-10, který je zásadní pro dlouhodobou kolonizaci hostitele 
(Skinner et al. 2005). Tímto mechanismem je umožněna perzistence bakterií B. bronchiseptica 
v plicích myší (Pilione a Harvill 2006). Fennely a kol. v roce 2008 publikovali první důkaz 
funkčního T3SS systému u B. pertussis, který je podobně jako u B. bronchiseptica zodpovědný 
za pozměněnou imunitní odpověď hostitele. Působením T3SS dochází ke zvýšení adherence 
bakterií k makrofágům, potlačení zánětlivých reakcí v těle hostitele nebo snížené indukci Th1 




3.2   Modulace imunitního systému hostitele 
Neméně důležitou fází je po úspěšném přichycení bakterie na hostitelský organismus také 
překonání jeho obrany. Modulace imunitní odpovědi je důležitým krokem v úspěšném přežití 
v hostiteli. Pro tuto funkci jsou důležité produkované bakteriální toxiny, proteiny T3SS, 
případně i adheziny, které plní více funkcí.  
Právě v případě adhezinů se předpokládalo, že hrají roli jen v přichycení bakterie na 
hostitelské buňky. Nicméně u novorozenců očkovaných acelulární vakcínou proti B. pertussis 
se ukázalo, že adhezin FHA (základní složka acelulární vakcíny) může přispívat i k potlačení 
zánětlivé reakce spojené se zvýšenou produkcí IL-10 a následnou sníženou sekrecí IFNγ, která 
vede k horšímu odstranění bakterie z těla (Dirix et al. 2009). Role adhezinů FHA a Fim se 
v potlačení zánětu se prokázala i na myších modelech infikovaných B. bronchiseptica (Scheller 
et al. 2015). 
Důležitou roli hraje i pertaktin (PRN), který pomáhá růstu bakterií a snižuje obranou 
schopnost neutrofilů přítomných v místě zánětu. Vliv neutrofilů při obraně proti 
B. bronchiseptica se ukázal jako podstatný, u neutropenických myší infekce bakterií způsobila 
smrtelné onemocnění (Inatsuka et al. 2010). 
Pro přežití bakterie v těle hostitele je velmi důležitá produkce toxinů. Jedním 
z nejznámějších toxinů produkovaný rodem Bordetella je adenylát cyklázový toxin (ACT), 
který hraje roli hlavně v prvotní fázi kolonizace respiračního traktu (Goodwin a Weiss, 1990). 
Váže se především na buňky nesoucí CR3 receptory (αMβ, CD11b/CD18), které se vyskytují 
na povrchu makrofágů, neutrofilů či dendritických buněk (Guermonprez et al. 2001). 
Po vazbě ACT na receptor CD11b dojde vytvoření „translokačního intermediátu“, který 
se začíná zanořovat do membrány. Membránová translokace adenylát cyklázové domény (AC) 
je doprovázená vtokem Ca2+ iontů z prostředí do buňky (Fišer et al. 2007). Tok Ca2+ iontů do 
buněk aktivuje štěpení talinu (proteinu spojující aktinový cytoskelet s CR3 receptorem) pomocí 
Ca2+ dependentní proteázy - kalpainu. Vzniklý komplex zahrnující ACT a CR3 receptor se 
přesouvá do oblasti lipidových raftů, kde pak dochází k translokaci AC domény do buňky 
(Rogel a Hanski 1992; Bumba et al. 2010). V cytosolu se na translokovanou N-koncovou část 
AC domény váže kalmodulin. Tuto vazbu stabilizují Ca2+ ionty a motiv loop-helix-loop na C-
terminální části, následně dojde k aktivaci adenylát cyklázové aktivity, která vede k přeměně 
ATP na cAMP (Selwa et al. 2014).  
Zvýšení koncentrace cAMP má mnoho negativních dopadů na buňku. Dochází například 
k inhibici RhoA GTPázy a k aktivaci proteinu kofilinu, jež se podílí na formování cytoskeletu 
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v buňce, to má za následek přeskupení aktinového cytoskeletu doprovázeného zvlněním 
makrofágů a sníženou schopnosti fagocytózy (Kamanová et al. 2008). Tvorba cAMP dále 
způsobuje inhibici tvorby oxidu dusného zprostředkovanou aktivací SHP-1 tyrozin fostatázy 
v makrofázích, která hraje důležitou roli v obraně a odstranění bakterie z hostitele (Černý et al. 
2015). Produkce cAMP narušuje také funkci neutrofilů. Blokuje oxidační vzplanutí a inhibuje 
produkci reaktivních forem kyslíku. To může být způsobeno aktivací SHP-1 tyrozin fosfatázy 
podobně jako u makrofágů, nebo aktivací Epac (Exchange protein directly activated by cAMP), 
který inaktivuje fosfolipázu C a protein kinázu C, jež jsou potřebné k aktivaci NADPH oxidázy 
(Černý et al. 2017). Na NADPH oxidáze je závislá i tvorba neutrofilních sítí v mezibuněčném 
prostoru důležitých pro boj s patogeny (Eby et al. 2014). Neutrofilní sítě vznikají uvolněním 
chromatinu z neutrofilů a slouží k zachycení velkého množství bakterií, které mohou být 
následně fagocytovány dalšími fagocyty. Působením ACT také dochází k vyvolání apoptózy 
u makrofágů (Khelef et al. 1993), naopak u neutrofilů ji inhibuje, protože ACT potlačuje vznik 
neutrofilních sítí (Eby et al. 2014). Všechny zmíněné mechanismy působení ACT mohou být 
důležité při zahájení infekce a přežití bakterie v organismu. 
Dalším významným toxinem produkovaným B. pertussis je pertusový toxin (PTX). Řadí 
se mezi AB toxiny, protože se skládá ze 6 podjednotek: S2-S5 podjednotky, které tvoří 
B oligomer vazebnou část, a S1 podjednotky, která je nazývaná A, aktivní část. PTX vzniká 
v bakteriální buňce jako holotoxin a je z buňky vylučován pomocí systému Ptl (pertussis toxin 
liberation), který patří do rodiny transportérů sekrečního systému typu IV (Obr. 1), (Farizo et 
al. 2000). B oligomerem se PTX naváže na povrchové glykoproteiny buněk dýchacího traktu 
a endocytózou se dostává dovnitř, kde je poté retrográdní cestou veden přes Golgiho aparát do 
endoplazmatického retikula (Plaut a Cabonetti, 2008). V endoplazmatickém retikulu dojde za 
účasti ATP k odštěpení aktivní podjednotky A (Kreuger a Barbieri, 1993), která se dostává do 
cytosolu, zde přenáší ADP-ribózu z NAD na C-konec α podjednotky membránových trimerních 
G proteinů. Následná neschopnost disociace podjednotek G proteinů vede k narušení signálních 
drah - k permanentní aktivaci adenylát cyklázy, tím zvýšení produkce cAMP, deregulaci 
iontových kanálů a blokaci fosfolipázy C (Katada et al. 1983).  
Působení PTX má velký význam pro přežití bakterií v dolních dýchacích cestách během 
prvotní fáze infekce. Na myším modelu se zjistilo, že PTX inhibuje přesun neutrofilů do 
dýchacích cest, které jsou důležité pro fagocytózu opsonizovaných bakterií (Kirimanjeswara et 
al. 2005). Také se ukázalo, že působením pertusového toxinu dochází k intenzivnějším 
a dlouhodobějším zánětlivým reakcím vyvolanými bakteriemi v dýchacích cestách myší 
(Conelly et al. 2012). PTX pravděpodobně hraje důležitou roli i v dalších modulacích 
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vrozeného imunitního systému hostitele během počáteční kolonizace dýchacího traktu 
(Carbonetti et al. 2003 a 2007).  
Zvýšená produkce cAMP, změny fyziologie hostitelské buňky a působení bakteriálních 
proteinů T3SS přispívají k poškození epiteliálních buněk dýchacího traktu a projevům 
onemocnění ve formě kašle, který je typický pro poslední fázi kolonizace hostitele bakterií B. 
pertussis. Tomu přispívá také působení tracheálního cytotoxinu (TCT), který způsobuje 
uvolňování prozánětlivého IL-1, což vede k nadprodukci oxidu dusného spojené s poškozením 
řasinkového epitelu dýchacích buněk (Flak a Goldman, 1999; Heiss et al. 1993). 
 
3.2.1   Vliv vakcinace 
Imunitní systém hostitele se umí velmi rychle a účinně bránit proti infekci vyvolané 
B. pertussis, k obraně velkým podílem přispívá adaptivní imunita. Adaptivní imunita ovšem 
není plně vyvinutá u novorozenců a mladých jedinců. V kombinaci s chybějícím očkováním 
může infekce B. pertussis u dětí vyvolat závažnější onemocnění končící i smrtí. Následné 
projevy onemocnění můžou být spojeny se zápalem plic, respiračním selháním, leukocytózou, 
nekrotizující bronchitidou či poškozením sliznice průdušnic a ztrátou řasinek (Paddock et al. 
2008). 
Během infekce B. pertussis kolonizuje dýchací trakt hostitele, vyskytuje se na řasinkovém 
epitelu (Bednář et al. 1999), ale může přežívat i intracelulárně v epiteliárních buňkách 
řasinkového epitelu či v alveorálních makrofázích (Paddock et al. 2008).  
K aktivaci imunitní odpovědi dochází díky přítomnosti PAMP molekul (molekulární 
struktury typické pro povrch buněk patogenních mikroorganismů). U G- bakterií se jedná 
především o lipopolysacharidy (LPS), které se váží na Toll-like receptory typu 4, případně i jiné 
typy receptorů, za přítomnosti koreceptoru MD-2 na povrchu imunitních buněk (Shimazu et al. 
1999). U G+ jsou PAMP molekulami např. peptidoglykany. Do kategorie PAMP molekul lze 
zařadit i některé faktory virulence. U B. pertussis ke stimulaci Th1 buněk přispívá např. PTX, 
který vede k dozrávání dendritických buněk. Tyto buňky poté začnou produkovat IL-12 
podporující indukci Th1 imunitní odpovědi, která je charakteristická produkcí IFNγ (Hou et al. 
2003). PTX se podílí i na stimulaci Th17 imunitní odpovědi přes prozánětlivé cytokiny, např. 
IL-6, vedoucí k produkci cytokinu IL-17 (Andreasen et al. 2009). 
Od 20. století bylo zavedeno očkování celobuněčnou vakcínou (wP) obsahující oslabenou 
či usmrcenou bakterii B. pertussis. Jak je vidět na Obr. 3, wP vakcína vyvolává obdobnou 
buněčnou odpověď jako samotná infekce bakterií B. pertussis, tedy buněčnou odpověď 
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spojenou s aktivací naivních T lymfocytů a jejich diferenciaci na Th1 a Th17 lymfocyty (Ross 
et al. 2013). Tato vakcína se ale vyznačuje vysokou reaktogenitou a z tohoto důvodu byla 
nahrazena novou acelulární vakcínou (aP) obsahující 3 – 5 antigenů z B. pertussis, mezi které 
patří PTX, FHA, PRN a v některých typech je doplňují ještě Fim2 a Fim3 (Miller et al. 1991). 
Na rozdíl od wP vakcíny acelulární vakcína vyvolává především Th2 a částečně Th17 imunitní 
odpověď, (Obr. 3), (Ross et al. 2013).  
Imunitní odpověď vyvolaná aP vakcínou je odlišná, má nižší účinnost a kratší délku 
ochrany poskytující očkovanému při srovnání s celobuněčnou vakcínou. To může být jeden 
z důvodů zvýšení počtu infikovaných jedinců a nárůstu onemocnění v posledních letech 
(Schwartz et al. 2016). Očkování acelulární vakcínou může také vést k selekci nových kmenů 
patogena, na které imunitní systém hostitele hůře reaguje. Příkladem může být patogenní kmen 
B. pertussis obsahující alelu PtxP3, který je u lidí více virulentní než původní kmen obsahující 
alelu PtxP1 (Mooi et al. 2009). Kromě toho pravděpodobně v důsledku používání acelulární 
vakcíny došlo k selekci kmenů B. pertussis neobsahujících PRN (Martin et al. 2015). Tento 
PRN negativní kmen může být zároveň FHA negativní (Xu et al. 2019). U těchto kmenů je 
následná kolonizace hostitele naočkovaného acelulární vakcínou úspěšnější, protože zde 
nedochází k navázání protilátky na PRN a následné fagocytóze (Hellwig et al. 2003). 
 
Obr.3: Indukce imunitní odpovědi na celobuněčnou (wP) a acelulární (aP) vakcínu. Celobuněčná vakcína 
aktivuje naivní CD4+ T lymfocyty a aktivuje Th1 + Th17 imunitní odpověď důležitou především pro intracelulární 
eliminaci bakterie. Acelulární vakcína aktivuje hlavně Th2 imunitní odpověď, v menší míře i Th17. Pro lepší 
imunitní odpověď se podává společně a adjuvanty (Mills et al.  2014) 
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V současné době se vyvíjí nová vakcína, která by účinně chránila proti infekci B. pertussis 
a zároveň neměla výrazné vedlejší účinky. Takovou vakcínou by mohla být vakcína BPZE1, 
složená ze živých oslabených bakterií. Působením této vakcíny dochází ke zvýšené baktericidní 
aktivitě neutrofilů a produkci protilátek proti ACT, které mohou přispívat k lepšímu odstranění 
bakterie z organismu (Lin et al. 2020).  
 
3.3   Regulace virulence systémem BvgAS  
Nejvýznamnějším regulačním systémem B. pertussis je dvoukomponentový systém 
BvgAS. Exprese faktorů virulence u tohoto systému je regulovaná pomocí genového lokusu 
bvg, který kóduje proteiny BvgS, BvgA a BvgR. Regulace BvgAS systému je řízena změnou 
vnějších podmínek, jak ukazuje Obr. 2 (A). Při aktivaci dochází k autofosforylaci transmiter 
domény BvgS v pozici histidinu 729, tím je zahájena kaskáda přenosu fosfátu, nejprve na 
aspartát reciever domény a z něj na histidin histidin-fosfotransferové domény BvgS proteinu. 
Kaskáda končí přenosem fosfátu na BvgA protein konkrétně na aspartát 54. Tento 
fosforylovaný aktivovaný solubilní protein pak slouží jako aktivátor transkripce velkého 
množství genů obecně nazývaných vags (virulence-activated genes). Popsaná funkce je 
umožněna díky motivu helix-turn-helix (HTH) na C-terminálním konci proteinu BvgA. Motiv 
HTH je pak klíčovým regulačním faktorem genů aktivovaných systémem BvgAS (Uhl a Miller, 
1994; Uhl a Miller, 1996a). Naopak defosforylace BvgS vede k následné inaktivaci BvgA (Uhl 
a Miller, 1996b). 
Zmíněný mechanismus umožnuje přechod B. pertussis mezi jednotlivými fázemi 
virulentního cyklu bakterie: virulentní Bvg+, avirulentní Bvg- a intermediální Bvgi a to 
v závislosti na vnějších podmínkách. Přítomnost MgSO4 a kyseliny nikotinové vyvolává 
inaktivaci BvgAS, to následně způsobí přechod bakterií rodu Bordetella z virulentní Bvg+ do 
avirulentní Bvg- fáze. Dlouhou dobu se předpokládalo, že k inaktivaci vede také snížení teploty. 
Toto se ukázalo, že je závislé na sledovaném kmeni Bordetelly. U bakterie B. pertussis při 
snížení teploty na 24°C dochází stále k produkci faktorů virulence a nemění se ani složení 
mastných kyselin v membráně (což by mohlo přispívat k přenosu onemocnění mezi jedinci). 
Naopak u blízce příbuzného druhu B. bronchiseptica, vede nízká teplota k inaktivaci BvgA, 
tedy k přechodu do avirulentní fáze. Virulentní fáze B. bronchiseptica nastane opět při zvýšení 
teploty na 37 °C (Seydlová et al. 2017).  
Za nepříznivých podmínek se během přechodu do avirulentní fáze bakterie nejprve dostane 
do intermediální fáze Bvgi.  Ve fázi Bvgi se nadále exprimují adheziny FHA a Fim, ale dochází 
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také k snížení exprese ACT, regulujícího mimo jiné schopnost vytvářet biofilm. V Bvgi fázi se 
díky tomuto mechanismu tvoří velké množství biofilmu, důležitého v prvotní fázi kolonizace 
hostitele nebo pro přečkání nepříznivých podmínek (Irie et al. 2004). Po přechodu B. pertussis 
do Bvg+ fáze dochází k aktivaci vags genů. Mezi tyto geny patří i faktory virulence zapojené 
v procesu kolonizace hostitele včetně FHA, Fim, PRN, ACT, PTX, nebo geny pro proteiny 
sekrečního systém III a IV a také některé transkripční regulátory. Mezi nejznámější patří gen 
brpL, který kóduje sigma faktor modulující extracytoplazmatické funkce. Tento faktor funguje 
jako transkripční regulátor T3SS systému (Moon et al. 2017).  
Faktory virulence jsou různě regulované podle typu jejich promotoru (časný, střední, 
pozdní). Z tohoto důvodu dochází např. k expresi FHA těsně po vniknutí do organismu, zatímco 
PTX vzniká až zhruba 3 hodiny poté. Typ promotoru pak poměrně přesně vymezuje dobu, kdy 
dochází k expresi genů pro faktory virulence, aby jejich kolonizační schopnost byla optimální 
(Kinnear et al. 2001). Nedávné studie ukazují, že pro správnou aktivaci BvgA, je potřebných 
více faktorů než jen fosforylace pomocí BvgS. Důležitou roli hraje VFT2 (Venus flytrap 2) 
doména vyskytující se v BvgS, tedy především její prolinový zbytek (Pro319), který 
pravděpodobně pomáhá držet BvgS v konformaci nezbytné pro správnou funkci domény. 
Mutantní kmeny B. pertussis, u kterých došlo k substituci prolinu za threonin, nevytváří pak 
některé faktory virulence řízené pomocí Bvg systému, mezi něž patří např. PTX, FHA nebo 
PRN potřebné pro kolonizace hostitele (Hiramatsu et al. 2017). 
Důležitý je také gen bvgR, který se aktivuje po navázání fosforylovaného BvgA na jeho 
promotor. Protein BvgR, jak je vidět na Obr. 2 (B), se podílí na represi genů vrgs (virulence-
repressed genes), (Merkel el al. 2003). Regulace vrgs genů pomocí BvgR u myší se ukázala být 




                 
Obr. 2: Produkce vags a vrgs genů. (A) Aktivace BvgA se uskutečňuje fosforylací histidinu v pozici 729 na 
transmiter doméně transmembránového proteinu BvgS, která se přes aspartátový a histidinový zbytek na BvgS 
dostane až na aspartát proteinu BvgA. Během aktivace BvgA dochází k expresi vags genů mezi které patří i velké 
množství faktorů virulence potřebných pro kolonizaci hostitele. Největší produkce těchto genů je při 37 °C. 
Naopak nízká teplota či přítomnost MgSO4 tlumí aktivaci, dochází k přechodu do Bvg- fáze a expresi vrgs genů. 
Převzato a upraveno: (Dupré et al. 2015). (B) Aktivace bvgR navázáním fosforylovaného BvgA na jeho promotor 
a následné potlačení exprese vrgs genů. Převzato a upraveno: (Taylor-Mulneix et al. 2017).  
 
Poslední dobou se zjišťuje, že i v avirulentní Bvg- fázi dochází k expresi řady důležitých 
genů. Nejdůležitější je zvýšená exprese genů kódující proteiny potřebné pro přežívání bakterie 
mimo tělo hostitele, jedná se o proteiny chladového šoku a také proteiny zapojené do 
metabolických drah jako je metabolismus mastných kyselin, lipidů, syntézy LPS 
(lipopolysacharidy) a kapsulárních polysacharidů (Moon et al. 2017). Mimo to se zvyšuje také 
exprese genu pro adhezin Fim3, důležitého k přichycení bakterie na buňky hostitele (Moon et 
al. 2017). Gen fim3 se může chovat jako vag i vrg gen. To je dáno tím, že existuje ještě jeden 
promotor pro tento gen, který je potlačován během Bvg+ fáze. Bylo zjištěno, že se i přes 
probíhající expresi v Bvg- fázi, se Fim3 v buňce nehromadí. Pravděpodobně nedochází k jeho 
komplementaci, je nestabilní, protože mu chybí další složky vznikající pouze v Bvg+ fázi (Chen 
et al. 2018). Nedávno bylo dokonce potvrzeno, že pokud je B. pertussis v Bvg- fázi, může na 
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svém povrchu vytvářet struktury podobné bičíku, ačkoliv se o ní dlouhou dobu předpokládalo, 
že není schopna aktivního pohybu. Tyto struktury a jejich případná role během infekce se však 
stále zkoumají (Hoffman et al. 2019).  
 
3.4   Regulace virulence systémem RisAK  
Další způsob regulace exprese faktorů virulence je kódován lokusem ris (regulator of 
intracellular stress response). Podobně jako systém Bvg obsahuje i systém Ris dva hlavní 
proteiny: RisA a RisS. U kmenů B. bronchiseptica a B. parapertussis je protein RisA regulátor 
buněčné odpovědi, který je aktivovaný kinázou RisS. U kmene B. pertussis se však jedná 
o pseudogen (Stenson et al. 2005) a funkce kinázy je zprostředkovaná proteinem RisK. 
Nicméně nedojde-li k fosforylaci RisA, je aktivita tohoto proteinu podstatně snížena, ale zcela 
nevymizí. Pravděpodobně některé z genů regulované RisA nejsou na fosforylaci závislé 
(Coutte et al. 2016).  
U kmene B. bronchiseptica je tento mechanismus důležitý pro rezistenci k oxidačnímu 
stresu a reguluje produkci kyselé fosfatázy, což umožňuje přežití uvnitř hostitele (Jungnitz et 
al. 1998).  
U kmene B. pertussis za normálních podmínek (Bvg+ fáze) Ris systém mírně reguluje 
expresi mnoha vrgs genů, které nejsou regulované systémem BvgAS. Pokud dojde ke změně 
prostředí (např. přidáním MgSO4, které je spojené s přechodem do Bvg
- fáze) je regulace 
systémem Ris výraznější. Je to dáno také nepřítomností BvgR proteinu, který funkci RisA 




4   Modely vhodné ke studiu patogenních organismů 
Studium patogenních organismů se v posledních dekádách čím dál více orientuje na 
infekční experimenty probíhající v živých modelech, nebo na tkáňových kulturách.  
V živých modelech (in vivo modely) se průběh bakteriální infekce asi nejvíce blíží reálné 
situaci, nicméně může být zatížen mnoha nedostatky. Mezi tyto nedostatky patří především 
fakt, že B. pertussis je striktně lidským patogenem a jakýkoliv zvířecí model není jejím 
přirozeným hostitelem. Ve většině případů pak nedochází k typickému projevu tohoto 
onemocnění – kašli, a následnému šíření onemocnění mezi dalšími jedinci. Další nevýhodou je 
statistická průkaznost, protože počet jedinců ve studii je většinou malý, případně 
i reprodukovatelnost experimentu se mezi různými kohortami zvířat může lišit. V posledních 
letech dochází navíc k minimalizování zvířecích pokusů. Pokud existuje jiné řešení, jsou tímto 
přístupem zvířecí modely nahrazovány. Přesto zůstávají tyto modely pro studium patogeneze 
B. pertussis nepostradatelné (Melvin et al. 2014).  
Další možností využití infekčních modelů je studium na tkáňových kulturách (in vitro 
modely). Používají buď standardizované imortalizované buněčné linie, nebo primární buňky. 
Primární buňky z pacientů se opět více blíží reálné situaci, nicméně mají poměrně vysokou 
variabilitu a omezené zdroje. Naproti tomu tkáňové kultury mají výrazně nižší variabilitu 
a množství získaného materiálu je značné (Carter a Shieh, 2015). Z tohoto důvodu jsou velmi 
často využívané pro studium v laboratořích, i za cenu toho, že systém je značně zjednodušen. 
Ideálním stavem by bylo vybraný infekční experiment zkoumat na více modelech 
a eliminovat tak nedostatky jednotlivých používaných modelů. Experimenty provedené 
v tkáňových kulturách in vitro by ukázaly na obecné mechanismy patogeneze a tyto znalosti by 
posloužily pro srovnání či plánování pokusu na živém modelu. 
 
4.1   In vitro infekční modely  
Pro studium a porozumění interakce bakterie B. pertussis s hostitelem na buněčné úrovni 
se hojně používají in vitro modely. Získané informace se následně mohou v omezené míře 
aplikovat při plánování pokusech na zvířatech.   
Na in vitro modelech se zkoumá i nedávno objevená schopnost bakterie přežívat uvnitř 
hostitelských buněk. Tato schopnost se zkoumá na (1) lidské monocytární linii   THP-1 (Valdez 
et al. 2016), (2) primárních lidských makrofázích (Friedman et al. 1992; Lamberti et al. 2010), 
(3) myších primárních makrofázích (Hellwig et al. 1999) či buněčné linii MH-S z myších 
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alveorálních makrofágů (Schneider et al. 2000), (4) epiteliálních buňkách – příkladem je 
lidská buněčná epiteliální linie A549 získaná z plic (Lamberti et al. 2013). 
 
4.1.1   Lidské primární buněčné monocytární linie 
Na primárních monocytech se zkoumala celá řada buněčných mechanismů spojená 
s infekcí B. pertussis. Jedním z nich jsou změny v prezentaci antigenu hostitelskými buňkami 
po infekci B. pertussis. Přítomnost PTX (spolu se sníženou produkcí IFNγ) a dalších komponent 
bakterie snižuje expresi kostimulační molekuly CD86 (přítomné na povrchu APC) a proteinu 
HLA-DR (MHC glykoprotein II. třídy, na povrchu APC) na buněčném povrchu. Na MHC 
glykoprotein I. třídy, který se také podílí na prezentaci antigenu, však působení bakterie nemělo 
žádný vliv (Shumilla et al. 2004). Úbytek molekul na povrchu APC je spojený se slabší aktivací 
Th buněk.  
Během experimentů je důležitá schopnost uměle vyvolané diferenciace primárních 
monocytárních buněk na makrofágy, které mají vysokou schopnost fagocytózy. Pro 
diferenciaci se využívají stimulační látky např. M-CSF faktor (macrophage colony-stimulating 
factor) nebo GM-CSF (granulocyte-macrophage colony-stimulating factor). Primární 
monocyty mohou navíc diferencovat i do DC, které mohou vznikat také z hematopoetické 
kmenové buňky kostní dřeně, působením GM-CSF a IL-4 (Ohradanova-Repic et al. 2016).  
Po napadení hostitele je B. pertussis pravděpodobně schopná zabránit diferenciaci 
primárních monocytů do zralých makrofágů působením ACT. Dochází k vysoké produkci 
cAMP, který blokuje expresi makrofágových markerů a ponechává monocytární marker CD14. 
ACT, v malé míře PTX, může dokonce způsobit dediferenciaci makrofágů zpět na monocyty. 
Snížený počet makrofágů by mohl přispět dlouhodobějšímu přežití bakterie v hostiteli (Ahmad 
et al. 2019). Působením ACT dochází i ke snížení maturace DC (diferenciovaných z primárních 
monocytů). Nevytvoří se zralá APC (antigen prezenting cell) indukující imunitní odpověď proti 
patogenu, dochází k zeslabení Th1 imunitní odpovědi a snazšímu přežití bakterie v hostiteli 
(Fedele et al. 2010). 
Na in vitro infekčních modelech se zkoumá i schopnost bakterie přežívat uvnitř 
fagocytů. Ačkoliv se o bakterii B. pertussis dlouhou dobu předpokládalo, že se jedná 
o typického extracelulárního patogena, ve druhé polovině 20. století se prvně objevila studie 
o intracelulární lokalizaci této bakterie (Crawford a Fishel, 1959). V roce 1992 Friedman a kol. 
prokázali první dlouhodobé přežití B. pertussis v makrofázích in vitro. Lokalizace bakterie 
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v intracelulárním prostředí by mohla hrát důležitou roli v patogenezi černého kašle, proto je 
v posledních letech předmětem řady vědeckých studií. 
Na modelu primárních makrofágů zjistil Lamberti a kol. (2010), že již po 20 minutách po 
infekci B. pertussis bylo 35 % makrofágů infikováno. Důležitou roli hraje lysozomální 
degradace intracelulárně přítomných bakterií. Ve většině případů dochází k dokončení této 
cesty a eliminaci bakterií v pozdním endozomu či lysozomu. Část bakterií se degradační cestě 
vyhýbá a přežívá v časných endozomech, jejichž pH se pohybuje okolo neutrálního či mírně 
kyselého.  Po 48 hodinách po infekci dokonce zaznamenali zvýšený počet bakterií uvnitř 
makrofágů, což by mohlo ukazovat na možnou replikaci bakterií uvnitř hostitelských buněk.  
I v případě B. parapertussis se zkoumala možnost přežívání této bakterie uvnitř lidských 
makrofágů. Zjistilo se, že pro lokalizaci a přežití bakterie v nekyselých kompartmentech je 
vyžadovaná přítomnost O antigenu (složka LPS), který brání fagolysosomálnímu zrání. 
B. parapertussis tedy může přežívat dlouhodobě uvnitř lidských makrofágů, a dokonce získávat 
i extracelulární živiny pro své přežívání (Gorgojo et al. 2014).  
 
4.1.2   THP-1 buňky 
THP-1 linie se i přes vysokou podobnost od primárních monocytů v řadě významných 
parametrů liší. Primární buňky se vyznačují vyšší hladinou CD14 receptoru, a tak se snadno 
separují pomocí průtokové cytometrie (Mittar et al. 2011), zatímco monocytární lidská buněčná 
linie THP-1 má tohoto receptoru jen malé množství (Aldo et al. 2014). Při testování vlivu LPS 
na indukci produkce IL-8 v primárních monocytech, THP-1 buňkách a CD14-transfekovaných 
THP-1 buňkách se ukázalo, že i u transfekovaných linií dochází k o řád nižší produkci IL-8 než 
u primárních monocytů (Bosshart a Heinzelmann, 2016). I přes tyto limity, které se ukázaly 
v tomto konkrétním experimentu, zůstávají THP-1 buňky vhodným a využívaným modelem 
pro studium vlivu LPS na monocyty. THP-1 buňky jsou díky stabilnímu genetickému základu 
a reprodukovatelné odpovědi na experimentální stimuly velmi vhodné ke screeningovým 
účelům (Hu et al. 2016). K experimentům se využívají makrofágy diferenciované 
z monocytární linie THP-1, které se mění působením PMA (phorbol-12-myristate-13-acetate) 
(Feng et al. 2004; Park et al. 2007). PMA je analogem DAG (diacylglycerol), který působí na 
proteinkinázu C a ovlivňuje tak další buněčné pochody vedoucí ke změně na makrofágy. 
Na THP-1 buňkách se převážně zkoumá schopnost intracelulárního přežívání B. pertussis 
v hostiteli. Na rozdíl od primárních monocytů není tento model zatížen omezeným počtem či 
variabilitou buněk. Pokusy s THP-1 buňkami se potvrdila intracelulární lokalizace bakterie 
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B. pertussis v časných endozomech i možná replikace buněk uvnitř buněk, která byla už dříve 
popsaná u primárních makrofágů (Valdez et al. 2016). 
Při studiu THP-1 buněk si pozornost získal také protein B. pertussis BP0414 a to díky jeho 
homologii s proteinem MtgC zapojeným do intracelulárního přežití u jiných patogenů. Ukázalo 
se, že tento protein je důležitý pro růst bakterie v prostředí s nízkým obsahem Mg2+ či v mírně 
kyselém prostředí (Cafiero et al. 2018). Proteinů zapojených v intracelulárním přežívání B. 
pertussis je celá řada a po průniku bakterie do intracelulárního prostředí dochází u mnoha 
proteinů zapojených do virulence ke zvýšení jejich exprese (Lamberti et al. 2016).  
Na základě srovnání mutantů a divokého typu bakterie B. pertussis se předpokládalo, že 
k přežívání bakterie uvnitř buněk přispívají i ACT a PTX (Lamberti et al. 2016; Valdez et al. 
2016). Výsledky nové studie však ukazují, že řada faktorů virulence (včetně genů kódujících 
PTX) nebo exprese bvgR regulačních genů byla utlumena. Recentní výsledky rovněž poukazují 
na přechod B. pertussis do avirulentní fáze v intracelulárním prostředí, čímž se ukazuje, že 
avirulentní fáze má pravděpodobně větší význam, než se původně předpokládalo (Petráčková 
et al. 2020).  
Intracelulární lokalizace bakterie vede ke změně exprese proteinů i u hostitelských buněk. 
Dochází k vyšší expresi genů zapojených do různých metabolických drah, transkripčních 
regulátorů nebo cytokinů a chemokinů, jejichž signalizace je důležitá pro aktivaci imunitní 
odpovědi (Petráčková et al. 2020). 
 
4.1.3   Myší fagocytární buňky 
Přežívání B. pertussis se zkoumá kromě lidských imunitních buněk i na myších 
fagocytech. Při pokusech na primárních myších makrofázích se předpokládalo, že bakterie 
B. pertussis vstupují do buněk pomocí faktorů virulence FHA a PTX, ve kterých jsou následně 
schopné nějakou dobu přežít. (Hellwig et al. 1999).  
Pokusy na buněčné linii MH-S však dlouhodobé přežití B. pertussis uvnitř fagocytů 
vyloučily. Po pohlcení B. pertussis fagocyty dochází k její lokalizaci do pozdních 
endozomů/lysozomů, ve kterých dochází k okyselení prostředí, jenž je pro B. pertussis (na 
rozdíl od blízce příbuzné B. bronchiseptica) smrtelné (Schneider et al. 2000).  
 
4.1.4   Epiteliární buněčná linie A549 
Průběh infekce v epiteliálních buňkách A549 (plicní epiteliární buněčná linie) probíhá 
podobně jako v makrofázích. Bylo prokázáno, že bakteriální buňky jsou schopné vstupovat do 
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hostitelských epiteliárních buněk. Po ošetření antibiotikem polymyxinem B došlo k eliminaci 
extracelulárních bakterií a intracelulárních bakterií lokalizovaných do pozdních endozomů či 
lysozomů. Část bakterií byla však lokalizována v časných endozomech, ve kterých mohou 
přežít (replikace bakterií zde však nebyla detekována). Tyto bakterie byly schopny znovu osídlit 
extracelulární prostředí, ve kterém už nebyl přítomný polymyxin B. Tento mechanismus by 
mohl významně přispívat k patogenezi bakterie (Lamberti et al. 2013). 
 
4.1   In vivo infekční modely (zvířecí modely) 
B. pertussis je sice striktně lidský patogen, přesto zvířecí modely výrazně přispěly lepšímu 
pochopení chování B. pertussis v hostitelském organismu a následné reakci napadených tkání. 
Zvířecí model představuje komplexní systém a získané poznatky jsou často využity při 
tvorbě vakcín. Nejvíce používaným zvířecím modelem je myš a to i přes některé nedostatky 
jako je odlišný imunitní systém a chybějící typický příznak nemoci – kašel (Mills et al. 2014). 
Více člověku podobný model je prase, u kterého je onemocnění doprovázené kašlem, výtoky 
z nosu, obtížným dýcháním či horečkou (Elahi et al. 2005). Nejpodobnější model člověku je 
pavián. Jeho teplota těla je stejná jako u lidí a k onemocnění dochází u všech infikovaných 
jedinců (Warfel et al. 2012a). Přenos infekce mezi zvířaty je obdobný jako je tomu u lidí 
(Warfel et al. 2012b). Jeho nevýhodou je, že starší jedinci mohou získat proti černému kašli 
rezistenci, a proto by se měla využívat jen mláďata. 
 
4.1.1   Zvířecí model - myš 
Na myším modelu se testuje schopnost bakterií B. pertussis přežít v hostiteli, nebo vliv 
bakteriálních faktorů virulence na kolonizaci dýchacích cest. Podobně jako u lidí je i u myší 
větší závažnost onemocnění u novorozených myší. Je to způsobeno především působením PTX, 
který podporuje kolonizaci hostitele, leukocytózu a další změny, které mohou končit i smrtí 
infikovaného jedince (Scanlon et al. 2017). Kolonizace dýchacího traktu myši spojená 
s projevy onemocnění nastává v Bvg+ fázi. Za méně příznivých podmínek, ve kterých se 
B. pertussis nachází v Bvgi fázi, dochází ke kolonizaci pouze nosní dutiny, nikoliv plic, odkud 
je bakterie rychle odstraněna (Lesne et al. 2018). Hypotézu, že novorozené myši jsou citlivější 
na infekci B. pertussis podpořil fakt, že se mezi nimi onemocnění mohlo šířit oproti dospělým 
jedincům. O tomto způsobu šíření onemocnění se do té doby předpokládalo, že je možné jen 
u modelu paviánů (Scanlon et al. 2017).  
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Myší modely se také využívají při zkoumání imunitních odpovědí hostitele, které jsou 
vyvolané po vakcinaci nebo po infikování vybraných jedinců bakteriemi. Existuje totiž vysoká 
korelace účinnosti podané wP či aP vakcíny mezi myším modelem a dětskými pacienty (Mills 
et al. 1998). Jak již bylo výše zmíněno, wP a aP vakcína se liší (viz Kap. 3.2.1) především 
rozdílnou indukcí typu Th pomocných buněk, kdy wP vakcína navíc indukuje i tkáňově 
rezidentní paměťové T lymfocyty, které zabraňují kolonizaci nosní dutiny. Tyto paměťové T 
lymfocyty mohou být přeneseny z uzdravených jedinců, nebo jedinců imunizovaných wP 
vakcínou, do naivních jedinců, u kterých přispívají rychlejšímu odstranění bakterie produkcí 
IL-17 a IFNγ (Wilk et al. 2019). Oba typy vakcíny vyvolaly také vysokou indukci protilátek 
IgG spojenou s vytvořením paměťových B lymfocytů. IgG protilátky byly v organismu hojně 
zastoupeny po dobu 3 měsíců, poté došlo k jejich rychlému úbytku a po 6-9 měsících už nebyly 
v organismu detekovatelné. Stále však obě vakcíny zaručovaly vyšší míru ochrany a nižší 
přítomnost bakterií v plicích než u kontrolních nevakcinovaných myší. Ochrana myší před 
infekcí B. pertussis vyvolaná wP vakcínou byla krátce po podání vakcíny a po 10 měsících 
obdobná, naopak po aplikaci aP vakcíny účinnost v čase klesala. Tyto výsledky poukazují na 
účinnost obou typů vakcín krátce po jejich podání, ale lepší dlouhodobou ochranu před infekcí 
B. pertussis poskytuje wP vakcína (Mahon et al. 2000).  
Na myším modelu se zkoumala i účinnost nově vznikající vakcíny BPZE1. Myši očkované 
jednou dávkou vakcínou BPZE1 vykazovaly snížený počet bakterií 3 hodiny po infekci a silnou 
ochranu spojenou s téměř nedetekovatelným počtem bakterií v organismu 7 dní po infekci 
(Mielcarek et al. 2010). 
Na myších modelech se zkoumala vzájemná kompetice mezi B. pertussis 
a B. parapertussis, které mohou současně kolonizovat stejného jedince. Vakcíny používané 
proti infekci B. pertussis mají ale na B. parapertussis jiný vliv. Jedinci očkováni aP vakcínou 
nejsou chráněni proti infekci B. parapertussis (Long et al. 2010), wP vakcína zvyšuje ochranu 
(David et al. 2004) a nejlépe před infekcí B. parapertussis chrání vakcína BPZE1 (Mielcarek 
et al. 2006). 
Pro odstranění B. pertussis z dýchacího traktu myši jsou důležité, kromě T a B lymfocytů 
či makrofágů, i NK buňky produkující IFNγ. NK buňky jsou aktivované více cestami, jednou 
z nich je např. produkce IL-12 dendritickými buňkami. NK buňky navíc podporují Th1 imunitní 




4.1.2   Zvířecí model - prase 
Průběh černého kašle v prasečím modelu je více podobný onemocnění vyvolaného u lidí 
než například v myším modelu, z tohoto důvodu se prasečí model hojně využívá při vývoji 
vakcín. Jedna z připravovaných vakcín je zaměřena na novorozence, kteří mají ve svém těle 
ještě mateřské protilátky, jež by mohly negativně ovlivnit imunitní odpověď vyvolanou 
očkováním. Připravovaná vakcína by měla posílit Th1 imunitní odpověď účinnou i v 
přítomnosti mateřských protilátek (Polewitz et al. 2013). 
Prasečí model se využil při testování dalšího potenciálního způsobu léčby, pasivní 
imunizace z matky na plod. Selata prasnic naočkovaných před porodem produkují protilátky 
specifické pro B. pertussis, a to IgA a IgG, a proto jsou selata z naočkovaných matek odolnější 
vůči infekci B. pertussis (Elahi et al. 2006a).  
Studie směřují i na aplikaci antimikrobiálních peptidů (např. beta defensinu 1), které 
novorozená selata neprodukují a mohou být důležité pro navození účinné imunitní odpovědi 
a snížení onemocnění prasat (Elahi et al. 2006b).  
Na modelu prasat se studuje i onemocnění zvané atopická rhinitida, které je v některých 
případech způsobeno bakterií B. bronchiseptica (Coward et al. 1989). Zjistilo se, že za projevy 
tohoto onemocnění je zodpovědný především dermonekrotický toxin (DNT), který je bakterií 
produkován. Přítomnost DNT má vliv na zvýšení teploty infikovaných jedinců, zvýšení počtu 
bakterií B. bronchiseptica v nosní dutině, a především vyvolání turbinátní atrofie spojené 
s epiteliální změnou (např. ztrátou řasinek) a kostní změnou spojenou s resorbcí turbinátové 
kosti (zkrácení a deformace čenichu), (Brockmeier et al. 2002). 
 
4.1.3   Zvířecí model - pavián 
Na modelu paviánů se zkoumá odlišné působení aP a wP vakcíny nebo možný přenos 
bakterií B. pertussis mezi jedinci, který je způsoben (podobně jako u lidí) respiračními 
kapičkami aerosolu přítomných ve vzduchu (Warfel et al. 2012b). U jedinců očkovaných wP 
vakcínou došlo k rychlejšímu odstranění B. pertussis z těla a snížení infekce v oblasti 
nosohltanu, čímž se zamezilo přenosu a infikaci jiných jedinců. Naopak po očkování aP 
vakcínou byli nakažení jedinci nevykazující žádné příznaky onemocnění schopni infikovat 
naivní jedince v jejich blízkosti (Warfel et al. 2014a; 2015). Po podání aP vakcíny těhotným 
matkám paviánů ve třetím trimestru došlo k ochraně novorozenců v prvních týdnech života 
(Warfel et al. 2014b).  
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Model paviána se podobně jako myší model využil při testování nově vznikající vakcíny 
BPZE1. Vakcína BPZE1 dobře chrání před příznaky onemocnění černého kašle, tak i před 
kolonizací nosohltanu, čímž zamezuje šíření infekce mezi jedinci a překonává problém 




5   Závěr 
Nárůst výskytu černého kašle v lidské populaci i přes vysokou proočkovanost ve 
vyspělých státech během posledních let výrazně zvyšuje zájem o studium jeho původce - 
bakterii B. pertussis, popř. dalších zástupců tohoto rodu Bordetella, jako je B. parapertussis, 
nebo zvířecí patogen B. bronchiseptica. 
Pro lepší porozumění reakce hostitele na infekci B. pertussis se využívají zvířecí či in vitro 
modely. Snahou posledních let je preference studia na tkáňových kulturách a eliminace 
zvířecích modelů. Nicméně tyto modely jsou stále v mnoha směrech nezastupitelné a data 
z obou systémů se vhodně doplňují. 
Na zvířecích modelech se v posledních letech zkoumá především imunitní odpověď 
vyvolaná aplikací vakcín. V současné době používaná aP vakcína vyvolává především Th2 
imunitní odpověď, která není tak účinná pro odstranění bakterie z těla, a tak může dojít 
k množení a přenosu bakterií i přes očkování touto vakcínou. V současnosti se tak zkoumají 
především alternativní možnosti ochrany – přenos paměťových T lymfocytů, přenos protilátek 
z očkovaných matek na dítě během těhotenství, antimikrobiální peptidy, nebo nově vyvíjená 
vakcína BPZE1. Tyto možnosti by mohly v budoucnu zajistit vyšší míru ochrany před 
onemocněním černým kašlem. 
Na buněčných liniích, převážně buňkách imunitního systému, se zkoumá nedávno 
objevená schopnost bakterie B. pertussis intracelulárního přežívání v časných endozomech 
fagocytů. Některé studie poukazují i na možnost bakterie se v časných endozomech replikovat. 
Intracelulární přežívání by mohlo přispívat perzistenci patogena v hostiteli a s tím souvisejících 
komplikacích při léčbě. Lokalizace bakterie uvnitř buněk vyžaduje modulaci exprese celé řady 
genů. Zájmem mnoha studií je i mechanismus, kterým B. pertussis přežívá uvnitř buněk. Stále 
není dořešeno, zda jsou potřeba faktory virulence (ACT, PTX), nebo se bakterie nachází 
v klidové, avirulentní fázi. Nedávná práce Rivera a kol. (2019) navíc poukazuje na to, že 
intracelulární přežívání bakterie není specifické pouze pro B. pertussis, nýbrž pro všechny 
bakterie rodu Bordetella. 
Cílem této bakalářské práce bylo podrobněji popsat průběh infekce kmenem Bordetella se 
zaměřením na její studium na zvířecích a in vitro modelech. Perzistence B. pertussis v lidských 
makrofázích se zdá být závažným problémem pro léčbu, a proto v této práci ucelené teoretické 
poznatky budou využity pro plánování dalších experimentů zaměřených na odpověď jak 
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